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Iig. 3. — Caso n, LL dopo un mese di trattamento con INI. 
Notevoloe riassorbimento dei foeolai cascosi; la caviti non 
& pit visibile, 


smatico dei tubereolotici trattati con INI consistono, 
essenzialmente ¢ principalmente, in una mobilizzazione 


dei valori pereentuali della quota albuminiea (verso 
Palto o verso il basso, a scconda dell’esplicarsi o meno 
di un cffetto terapeutico) cui fa riseontro uno sposta- 
mento (rispettivamente verso il basso o verso |’alto) 
delle quote globuliniche, senza perd che sia possibile 
identificare aleuna frazione globulinica ehe pit evi- 


dentemente ¢ pitt costantemente delle altre assuma in 
questo. senso una particolare importanza. A questo 
proposito dobbiamo anche tener presente la partico- 
lare « fisionomia » della nostra casistica, formata da 
pazicnti a quadro disprotidemico complesso per la 
contemporanca presenza di componcnti essudative e 
di componenti fibro-produttive ne] quadro elinico ge- 
nerale. Con questa riserva, che pud aver contribuito 
a rendere malagevole Pesatta definizione del eompor- 
tamento delle singole frazioni protetche, c¢ laseiando 
impregindicata la questione di quanto nelle variazioni 
dello spettro protcieo possa esscre ricondotto solo in 
via secondaria alla terapia (migliorate condizioni ec- 
nerali e di nutrizione, cee.), abbiamo ritenuto pit inte- 
ressante, nei confrenti di una analisi minuta delle sin- 
gole frazioni, procedere alla interpretazione dei nostri 
risultati mediante lo studio del rapporto A/C e¢ deeli 
indici di labilita e di attivita. 

Rapporto albumina/globuline (A/G). Indice di atti- 
aita (A/Prot, tot.). Indice di labilita (G/Prot. tot.). 
— I! quoziente A/G, gencralmente inferiore al’unita 
prima, del trattamento, si ¢ mantenuty invariato anche 
dopo in un buon numero di casi (n. 1, 2, 4, 7, 16, 18); 
in 4 casi (n. 6, 9, 10, 17) si @ assistito ad un netto 
e progressivo aumento di tale quoziente, mentre tale 
aumento ¢ stato meno mareato in altri 5 casi (n. 3, 5, 
13, 14, 19). In 2 casi (n, IL ce 12) si rileva, dopo un 


ig. 4. — In contronto alla fig, 2 & evidente Paumento 
delValbumina con diminuzione delle alfa-globuline. 


mese di cura, un disereto aumento del Q. P., che torna 
perd a diminuire nel sucecssivo controllo, ’ Infine, it 
altri 2 casi (n. 8 ¢ 15) si é verificata una netta dimi 
nuzione del rapporto A/C. 

Coneordano con Ie variazioni del Q. P. anche quelle 
dei rapporti A/Prot. tot. e G/Prot. tot., i quali mo 
strano naturalmente fra di loro un comportamento 
imverso (Vaumento dell’indiee di attivita si aceom- 
pagna alla diminuzione di quello di labilita, e vice 
versa). Nei casi in eui non si sono avute modificazion4 
la costanza di questi indici ¢ veramente sienificativ 
e costituisce una controprova della esattezza del me 
todo. 

Dove inveee le variazioni sono state pit sensibil 
possiamo dire che esse hanno mostrato una notevole 
concordanza con i rilievi clinici. Infatti { casi n. 6, 9, 
10, 17 nei quali l’aumento de! quoziente A/G e del- 
Pindiee di attivita, con relativa diminuzione dell’indic 
di labilita, sono stati pit: netti, hanno dimostrato anehe 
dal lato clinico il maggior beneficio non solo sulle 
condizioni soggettive ec generali, ma anche sul reperto 
radiologico. Analoghe considerazioni valgono pcr i casi 
in cui le suddette variazioni sono state meno spiceate 
ed anche il miglioramento clinico pitt modesto, Al 
eontrario nel caso n. 15 la diminuzione del rapporto 
A/G e¢ delVindiee di attivita, con aumento dell’indiec 
di labilita, ha ecoinciso con un netto peggioramento 
delvammalato che 6 sueeessivamente venuto a morte. 
Mcno evidente ¢ stato inveee il pegvioramento nel 
easo n. 8, che si -rifcrisce perd ad un malato dimessol 
anzitempo dictro sua insistenza e di cui ei mancano 
ulteriori notizie. Deeni di nota infine i easi n, [1 e@ 12 
net quali si ¢ avuto dapprima un aumento del rap-4 
porto A/G ed in seguito una nuova diminuzione, Nel 
primo di questi casi (vedi figure) si 6 potuto assisterc 
dapprima all’clisione pressoché totale di una ampia 
caverna apicale, mentre in un secondo tempo la cavita 
é ritornata bene evidente, tanto da riehiedere Vistitu- 
zione del pneumotorace. 

Riassumendo, possiamo coneludere che, per effetto 
del trattamento con INI, l’esame del quadro proteico 
ha messo in evidenza, almeno in un corto numero di 
pazienti della nostra casistica, variazioni che, pur cs- 
sendo di modesta entita, ci sembrano tuttavia assai 
significative. Mentre il comportamento della proti- 
demia totale non consente di trarre deduzioni di or- 


cline prognostico, le variazioni delle quote albuminiche 


° 
vA 


globuliniche, chiaramente espresse dalle modifica- 


oni del rapporto A/G ¢ degli indici di attivita ¢ di ! 


iabilité dimostrano una notevole correlazione con Van- 
damento elinico della malattia: tale corrclazione é 
cspressa dall’aumento dell’albumina con diminuzione 
delle globuline nei casi a decorso favorevole, mentre 


il 


al 


y 


comportamento inverso si ha in easo di peggiora- 


nento. Queste ecnelusioni eoncordano con quelle che 


possono ricavare dalla letteratura sul comporta- 
ento della protidemia nei tubcreolotici trattati eon 
tri chemiotcrapiel ed antibiotici, ai quali |’TNT non 


sembra essere inferiore anche sotto questo punto di 
ista, 


Durante le remore di stampa della presente nota ¢ 
yparso, sullo stesso argomento, un lavoro di G, Mul- 


tari (« Progr. Med. », 8, 658, 1952). Usando il metodo 
della precipitazione frazionata sec. lowe per la deter- 
minazione del quadre protcico plasmatico nei tuber- 
eolotici curati con INI, VA. giunge a conclusioni che 
non diversificano sostanzialmente dalle nostre per 
quanto riguarda il comportamento delle varie frazioni 
proteiche dopo | e 2 mesi di terapia. Interessante il 


ri 


lievo, notevolmente frequente, di una diminuzione 


del’albumina con parallelo aumento delle globuline nei 
primi giorni di trattamento: l’A. interpreta il feno- 
tneno eome legato ad una erisi del quadro protcico 
plasmatico, di natura probabilmente tossiea, che PINT 
determinerebbe nella the. polmonare. 
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Laboratorio di Microbiologia 


Sull’associazione 
fra idrazide isonicotinica e streptomicina 


Prove in vitro 
CHOVANNI CrRIorri 


Nel trattamento delle malattic infettive con ehe- 
mioterapic? ed antibiotici, uno dei problemi pit pre- 
oecupanti ¢ rappresentato dalla insorgenza di varianti { 
hatteriche resistenti. 

11 fenomeno @ particolarmente accentuato nella 
terapia antitubereolare, sia per il tipo di trattamento 
molto prolungato che per la spiceata faciliti con cui 
si generano delle varianti a resistenza molto mareata 
e molto stabile alla streptomicina. Per quanto ri- 
guarda Vidrazide delV’acido isonicotinico, le espe- 
ricnze compiute nel nostro Laboratorio indieano un 
tipo di resistenza notevolmente diverso da quello 
della streptomicina soprattutto perehé molto meno 
stabile ¢ ad insorgenza molto irregolare *). 

Comunque Vinsorgenza di tale resistenza ¢ stata 
dimostrata in vitro ¢ sono pure stati isolati dei ceppi 
resistenti in pazienti sotto trattamento, come pure dei 
eeppi dotati di resistenza spontanea * BeBt-s 

Per cereare di far fronte al corre on resi- 
stenza, in questi ultimi anni ¢ stata studiata Vasso- 
ciazione della streptomicina con altri farmaci, e, per 
il PAS, si é parlato di una azione di ritardo, nell’in- 
sorgenza della resistenza alla streptomicina 7. Prece- 
dentemente per il M. ranac tale fenomeno era stato 
osservato anche con il sulfatiazolo *. Era quindi logica 
provare anche Vassociazione fra streptomicina e idra- 
zide isonicotinica, essendo molto probabile una loro 
azione sinergiea. Dato poi che lattiviti del’idrazide 
é molto pit elevata di quella di tutti eli altri farmaci 
finora associati alla streptomicina, si poteva anche 
pensare ad maggiore efficacia nell’inibire l’insorgenza 
di’ varianti resistenti alla streptomicina, 

(ua da qualche parte ¢ stato segnalato il buon esito 
dell’associazione dal punto di vista del sinergismo !“ 
ed 6 stata pure prospettata la possibilita, sopra ac- 
ecnnata, di una inibizione di una selezione di varianti 
resistenti 9", 

Scopo del presente lavoro & quindi quello di 
studiare: 

Lt) la portata della azione di potenziamento ; 

2) Vinfluenza sulla insorgenza di ceppi resistenti; 

3) la sensibilita crociata di eventuali ceppi 
resistenti. 


Parte sperimentale. — Lo studio & stato condotto 
in parte sui ceppi II37Rv sensibile ec II387Rv4 resi- 
stente alla streptomicina, coltivati in terreno di 
Youmans sempliee; nella massima parte perd esse 
Sono state eseguite col ceppo ATCC 607 in terreno 
di Youmans addizionato con 1’1 °/,, di Twoen 80, Tale 
ecppo, a crescita rapida, dimostra una buona sen- 
sibilita alla idrazide isonicotinica ed & usato con 
ottimi risultati nel nostro laboratorio per il dosaggio 
biologico di essa’, T’aggiunta di Tween deter- 


*) Risultati non pubblicati, 
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minando una crescita diffusa, permette di seguire 


turbidimetricamente lo sviluppo dei germi e di valu- 
tarlo quindi quantitativamente. 

Per l’associazione venne usata diidrostreptomicina 
solfato (Pfeizer) e idrazide isonicotinica purissima (Ti- 
bazide Erba). L’esperimento venne condotto secondo lo 
schema seguente : 

Vennero preparate quattro serie di provette con- 
tenenti diluizioni sealari di diidrostreptomicina da 
100 a 0,1 y/ce. (come base), A ciascuna di queste serie 
venhe poi aggiunta-una soluzione di idrazide in modo 
da avere una concentrazione finale nelle varie serie 
rispettivamente di 0,25 - 0,5 - 0,1 e 2,0 y/ee. Contempo- 
raneamente vennero allestite delle altre serie contenenti 
streptomicina ‘e idrazide isolatamente nelle stesse con- 
centrazioni e dei controlli senza tubercolostatici. Tutte 
le varie provette vennero seminate con 0,01 cc., per 
ec. di liquido culturale, di una sospensione di ATCC 
607 di 24 ore diluita in modo da avere un contenuto 
di 1 mgr. di germi per ec. determinato in base alla 
densité ottica a 650 my, allo spettro-fotometro di 
Coleman, con provette aventi 11°: mm. di diametro. 

Al terzo giorno venivano misurate le densita ottiche 
dei liquidi delle provette in cui si aveva avuto ere- 
scita. La provetta di ciascun gruppo con la con- 
centrazione pitt alta in idrazide o in streptomicina 
o nei. due farmaci associati, compatibilmente con una 
densité ottica adatta, veniva usata per la semina 

| del nuovo gruppo di provette corrispondente. 
Vennero cosi eseguiti sette passaggi. | 

Le tabelle e i grafici illustrano sia l’effetto della 
associazione sul potenziamento dei singoli farmaci sia 
Je modificazioni ottenute nella resistenza del germe 
dopo tali passaggi in confronto con il eeppo di 
partenza. 


TABELLA I, 

Diidro- 
streptomicina : 
_I 1,56 3,12 0,4 0,4 0,2 0,2 
VIT 2000 12,5 1,56 1,0 0,8 0,4 


. Idrazide Diidrostrepto + Idrazido 
a b © 


Ceppo 607 - Minime concentrazioni in y/ec. inibenti total- 
mente lo sviluppo del germe, 


LI Ceppo di partenza - VII -al settimo ‘passaggio - Per lVas- 
sociazione i dati si riferiscono alla diidrostreptomicina, Le let- 
tere a, b, e, d, indicano le concentrazioni di idrazide e ciod 
0,25, 0,5, 1,0 0 2,0 y/ee. 


Per i ceppi H87Rv resistente e non resistente alla 
diidrostreptomicina venne studiato solo: leffetto della 
associazione sul sinergismo e non sull’instaurarsi della 
resistenza. 

La prova venne eseguita in terreno di Youmans 
senza Tween, l’inoculo venne fatto con le stesse mo- 
dalita come per i] ceppo 607 e la lettura eseguita dopo 
14 e 21 giorni, 

TaBELLA IT. 
Diidrostreptomicina 


+ Idrazide 
& b e: 


1,0 0,03 0,4 0,8 


Diidrostreptomicina Idrazide 


Ceppo H 3? Rv - Concentrazioni minime, inibenti completa- 
mente lo sviluppo, in y/ee. Per l’associazione i dati riportati 
si riferiscono alla concentrazione di diidrostreptomieina, Le 
lettere a, b, c, indicano le concentrazioni in idrazide e ciod 
rispettivamente 0,0019,. 0,0038, 0,0076 y/cc, 
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Sia il ceppo 607 reso resistente alla diidrostrep- 
tomicina che il ceppo H37Rv4, gia resistente, vennero 
saggiati con la idrazide e con l’associazione dei due 
farmaci. Si é cosi potuto osservare che essi sono pid 
sensibili alla idrazide che non il ceppo. originario; cid 
é particolarmente evidente col ceppo 607. Perd nella 
associazione, l’azione risentita dal germe & unicamente 
quella della idrazide (fig. 5). 


DENSITA OTTICA 


Fig. 1. - Curve di crescita del M. tuberculosis ATCC 607 
in presenza dj concentrazioni crescenti di .diidrostrep- 
tomicina (©) e di idrazide isonicotinica CA) allinizio 
dell’esperimento, Sulle ascisse sono riportate le concen- 
trazioni dei due farmaci in y/ec. e sulle ordinate i valori 
‘turbidimetrici della crescita 


Discussione, — Una analisi dei risultati permette di 
rilevare anzitutto un potenziamento netto, come ri- 


| sultato della unione dei due farmaci. Infatti linibizione 


completa del ceppo 607 che richiede :(tab, T), usando i | 
due prodotti separatamente, y 1,56 per ec. di diidro- 
streptomicina e y 3,12 di idrazide, pud essere gia otte- 


| nuta con 0,4 y/ce. della prima e 0,25 y/ce. della seeconda 


0 0,2 y/cee. e 1 y/ee. Per il ceppo H87Rv il fenomeno 
é ancora pitt evidente. Bastano infatti 0,0019 y/ee. 
di idrazide per portare da 1 a 0,4 y/ce. la quantita di 


| diidrostreptomicina richiesta per avere Vinibizione 


completa. 
I grafici 1 e 3 permettono di apprezzare il fenomeno 
meglio che non il solo dato della inibizione totale. 


Essi infatti mettono in evidenza variazioni della cré- 


scita gia per concentrazioni subinibenti, che sono wn 
indice pit sensibile della diversa influenza delle 
varie dosi. 

Il secondo fenomeno, che si rileva con ancor mag- 
giore evidenza, 6 quello della inibizione dell’insor- 
genza di varianti resistenti sia all’uno che all’altro — 
farmaco usati insieme, mentre con lo stesso numero di 
passagei si ottiene una variante resistente a pid di 
2000 y/ce. di diidrostreptomicina e a pit di 6 y/ee. 
di idrazide. Come si era rilevato all’inizio, Vin- 
staurarsi della resistenza all’idrazide, con il ceppo 
607, 6 abbastanza lenta e inoltre, durante j vari 
passaggi, si sono notate. frequenti oscillazioni di 
sensibilita. La resistenza non 6 mai apparsa, nel corso 
di queste esperienze, superiore a quella indicata. Un 
eonfronto fra le fig. 3 e 4, permette di rilevare un 
certo aumento di resistenza ma di grado molto lieve 
anche in presenza @idrazide. | 
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Fig. 2. - Curve di cregeita del M. tuberculosis ATCC 607 in presenza di concentrazioni erescenti di diidrostreptomi- 
cina (CQ) e di idrazide isonicotiniea (A) al settimo passaggio. La geala superiore delle ascisse (Idr.) & quella dell’idrazide, 


Vinfariore (Ds) quella: della diidrostreptom:cina, — Fig. 3. 


- Associazione fra diidrostreptormicina e idrazide isonico- 


tiniea. Valori al principio dell’esperimento. Sulle ascisse sono ripoftate le concentrazioni di diidrostreptomicina in y/ce. 
Le eirve a, b, c, d eorrispondono alle diverse concentrazioni di idrazide presenti nel terreno di cultura e precisamente 


a = 0,25, b = 0,50, c= 1,0, d= 


Fig. 4. 


y di idrazide per ce. 
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Fiz, 4. - Associazione fra diidrostreptomicina e idrazide isonicotinica, Valori al settimo passaggio. Sulle ascisse sono _ 


riportate le concentrazioni di diidrostreptomicina in y/ce. 


Le furve a, b, ¢, d, corrispondono alle diverse concen- _ 


truzioni di idrazide presenti nel terreno di cultura e precisamente a = 0,25, b = 0,50, ¢ = 1,0,d = 2 y di idrazide | 
per ec. — Fig. 5. - Differenza di resistenza alla idrazide del e¢ppo ATCC 607 diidrostreptomicino sensibile (A) e di- | 
idvostreptomicino resistente (CQ) da questo derivato. L’andamento della crescita del ceppo diidrostreptomicino resistente 
in presenza di concentrazioni crescenti di idrazide, non é iniluynzato dalla presenza di diidrostreptomicina (25 y/cc.) ((_]). 


Comunque, le modificazioni che si riscontrano nel 
ceppo trattato con ambedue i farmaci contempo- 
ranezmente, dopo sette passaggi, sono assolutamente 
traseirabili, qualora vengano confrontete con quelle 
che si osservano. quando lo stesso ceppo sia stato 


trattato, per lo stesso numero di passaggi, con gli’ 


stessi farmaci separatamente (fig. 1 e 2). Cid vale in 
modc particolare per la .diidrostreptomicina. 
Coatrariamente a quanto avviene per i ceppi sen- 
_ sibili, Vassociazione non dimostra alein effetto 3s 
‘“guelli resistenti alla diidrostreptomicina. Tale fefio- 
meno si é potuto mettere in evidenza sia col ceppo 
607-che con l’1137Rv4. Con tali ceppi l'inihbizione pit 
o meno accentuata della crescita 6 in funzione pura- 


j 


| 


mante della concentrazione di idrazide presente, e 
noh viene assolutamente influenzata variando la con- 
centrazione di diidrostreptomicina (fig. 5). : 

40 studio del ecomportamento dei ceppi resistenti 

. diidrostreptomicina in confronto con. quelli ori- 
ginali permette di mettere in evidenza oltre alla gia 
beh nota lentezza di crescita, anche una maggiore 
sensibilita alla idrazide. 

Tale maggiore, senstbilita alla idrazide di ceppi 
resigtgnti alla:-diidrostreptomicina in confronto a 
quelli ad essa sensibili, porta ad ammettere la possi- 
bilita che un trattamento ripetuto con idrazide a 


| dosi subinibenti di un ceppo diidrostreptomicino-resi- 
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streptomicina, favorendo la selezione di eventuali 
mutamenti retroéessivi. Tale possibilita non 6 stata 
perd finora controllata sperimentalmente. 


Conclusioni. — In base alle esperienze_ dopvade: 
scritte si possono trarre le seguenti conelusioni: 
1) Si osserva in vitro sia sul ceppo 607 che 
H37Rv un potenziamento fra l’azione della diidro- 
streptomicina e quella della idrazide isonicotinica. 


2) L’associazione ostacola la formazione di va- 
rianti resistenti. 

3) I ceppi resistenti alla diidrostreptomicina 
non traggono alcun beneficio dalla associazione. 

4) Tali ceppi sono perd pit sensibili 
idrazide. , 

Tali conelusioni sono valide ‘attualmente solo per 
quanto riguarda le prove in vitro. Esse possono tut- 
tavia suggerire Vopportunita di una associazione dei 
due farmaci nell’uso clinico soprattutto allo scopo 
di prevenire Pinsorgenza di varianti resistenti. 

‘Merita ulteriore approfondimento la questione se 
il trattamento con idrazide di ceppi resistenti alla 


alla 


diidrostreptomicina possa determinare, favorendo una 


mutazione retrograda, la ricomparsa della sensibilita 


‘a tale farmaco. 


Ringrazio vivamente Ja Sig.na Emma Berti ed il 
Sig. Franco Borghi per la loro attiva ed efficace 
collaborazione. 
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-Sull’associazione 
| fra idrazide isonicotinica e streptomicina 


Osservazioni farmacologiche 


GIOVANNI CERIOTTI 


Introduzione. — In una precedente nota si ¢ messo 
- in evidenza l’effetto sinergico in vitro, fra idrazide 
i isohicotinica e diidrostreptomicina. In tali ricerche 
| era stata evitata Vassociazione fra idrazide e strepto- 
micina perché, data la reattivitaé della str eptomicina 
con reattivi dei gruppi carbonilici, era gid possibile 
a priori sospettare la possibilita della formazione di 
composti econ attivita ridotta e quindi una -.diminu- 
zione della efficacia della associazione. 

Successivamente, perd, si é ritenuto opportuno di 
| sottoporre questa ipotesi al controllo sperimentale, 
sopr attutto in eonsiderazione del fatto, che in aleuni 
casi, quali ad esempio il trattamento della meningite 
tubercolare, la streptomicina viene _ preferita alle 
diidr rostreptomicina, 
|. Si é quindi proceduto a tre diversi gruppi di 
esperimenti e ciot: 
1) Prova della tossicita della streptomicina, della 
| diidrostreptomicina e delle loro associazioni con 
| idrazide. 

2) Prova della attivita in vitro della strepto- 
micina e della diidrostreptomicina e della loro asso- 
ciazione con idrazide, su un germe insensibile, alla 
idrazide. 

3) Analisi cromatografica dell’associazione. 


Parte sperimentale. 


1) Prova di tossicité, — Vennero usati topi albini 
del peso medio. di 20 g- + 1,5 g. La DL,» fu deter- 
minata per iniezione endovenosa rapida delle solu- 
zioni a varie eoneentrazioni, nel volume costante di 
0,5 ec, di soluzione fisiologica. | 

Venne usata, come in tutti gli altri esperi- 
menti, str eptomicina solfato Schenley e diidro- 
‘streptomicina solfato Pfeizer e idrazide Erba (Ti- 
_bazide). 
| La eoncentrazione venne caleolata come base (1,25 
mgr. di solfato corrisponde a 1,0 mer. di base) ¢ la 
niescolanza fu sempre eseguita nel rapporto di tre 
parti di antibiotico per una di idrazide. 

Tutte le soluzioni vennero eseguite in soluzione 
fisiologica per diluizione sempre dalle stesse soluzioni 
madre contenenti la mescolanza o gli antibiotici 
isolati. 

Si usarono in totale 200. topi. Le DLs. vennero 
determinate con metodo grafico sulle carte di pro- 
babilita di Prigge e Schaffer. [I risultati di queste 
prove, esposti nella tabella, dimostrano che non. vi 
é aleuna modificazione della DLse della diidro- 
streptomicina per aggiunta dell’idrazide, mentre l’ag- 
giunta delVidrazide alla streptomicina pe ovoca un 
aumento netto di tossicita. 


- Strepto. Strepto.- Diidro- 


idrazide strepto 


77,5 «187,5 


Diidrostrepto 
+ idrazide 


180,0 


DL,;, mgr./Ke. - 107,5 
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2). Attivita in vitro. — Venne usato un metodo 
su piatta per il dosaggio della streptomieina, che é 
stato adottato nel nostro laboratorio anche per il do- 
sagrio della diidrostreptomicina, 

Tale metodo, basato sulla misura del diametro degli 
aloni di inibizione alle varie concentrazioni in dnti- 
biotico permette delle valutazioni mol:o accurate. In 
esso. si utilizza, come germe test, il B. 
ATCC 6633, 


t 


Tale germe, molto sensibile alla streptomicina ¢ 
aneora di pit alla diidro, é insensibile alla idrazide 


anche in forti concentrazioni, FE’ possibile in tal modo 
valutare isolatamente V’azione dei due antibiotici e 
rilevare le perdite | di attivitaé senza che eventuali 
fenomeni di sinergismo con la idrazids possano alte- 
rare i risultati. 

Ir. queste esperienze, per poter rrettere in evi- 
-denza pitt nettamente il fenomeno, la quantita di 


 idrazide presente 6 stata aumentata in confronto alla | 


prova di tossicita, infatti il rapporto fra antibiotici 


e idrazide @ stato portato da 2 a 1. 
Le diluizioni furono praticate in modo da, arrivare 


ai valori di concentrazionc ottimale per l’azione degli | ahche la dimnimacions di attivita dell’idrazide. 


antibiotici in prova e cioé a 1y/ce. per la streptomi- | 


cinae a 0,4 y/ee. per la diidrostreptomicina. 


‘Lé soluzioni concentrate vennero eseguite in solu- 
zione fisidlogica, come per la prova di tcssicita, mentre 
per le diluizioni ulteriori si fece ricorso a tampone a 
pIE 3, come é indicato nel metodo di dosaggio. 


conesntrazione. : 
I visultati ottenuti in questa esperier. za hanno con- 
fermato_l’ipotesi avanzata all’inizio. 


Infatti Vazione della streptomicina & diminuita del |! 
30 % mentre quella della diidrostreptomicina é rima- | 


sta inalterata. 

3) ‘Cromatografia su carta. — Le prove biologiche 
sopra riportate inducono a pensare alla formazione 
di un composto tossico e di attivita ridotta fra, strepto- 
micina e idrazide isonicotinica quando queste due 
sostanze siano meseolate fra di loro in acqua. 

Tale composto ¢, presumibilmente, un idrazone che 
si forma per reazione del gruppo idrazidieo dell’idra- 
zide isonicotinica col, gruppo carbonilico della strepto- 


micina; esso non si'ha infatti con la diidrostrepto- | 


micina in cui il eruppo carbonilico é assente, 

Per evidenziare la. formazione di tala composto in 
un caso e la sua assenza nell’altro, si .é 
eromatografia su carta. 

A tale scopo si é usato, con. lievi modifiche, un 
metodo messo a punto, nei nostri laboratori dal 
Dott. De Franceschi, per lo studio cromatografico 
della idrazide e dei stoi derivati. 

In questo metodo, descritto altrove', il solvente é 


rappresentato dall’aleool isoamilico eontenente 11,5 % | 


di acido aeetico. Nelle presenti esperienze, al solvente, 
dopo: saturazione econ acqua, é stato aggiunto aleool 
etilieo nella proporzione del 40 %. 


La prova fu eseguita su una soluxione aequosa | 


eontenente 1000 y di streptomicina o, rispettivamente, 
di ditdrostreptomicina e 500 y di idrazite per ec, Le 
soluzioni vennero lasciate a temperatura ambiente 
per due ore; quindi 0,04 ec. di ognuna delle due 


subtilis | 


é ricorso alla | 


goluzioni vennero cromatozrafati paralellamente ad una 
gual quantita di una soluzione di idrazide alla stessa 
Hanccnte serie Sia con ,la. osservazione nell’ultravio- 
Ietto che dopo reazione col bromuro di cianogeno, si 6 
Nera osservaré che, per.la soluzione in eui’si ha 
presenza’ di streptomicina, lidrazide .appare come 
una macchia ben distinta avente il suo RB caratteri- 
stico, perd d’intensita pit. debole che nel controllo. 
Inoltre nel punto di applicazione del liquide appare 
una macchia ben visibile nell’ultravioletto che da la 
reazione del bromuro di cianogeno e che’ manca_nel 
eontrollo con idrazide pit diidrostreptomicina, Si ha 
cioé la separazione netta cell’idrazone formatosi per la 
reazione fra streptomicina e idrazide. — 
Oitre che mediante la osservazione nell’ultravioletto 
ce} la reazione al bromuro di cianogeno, le croma- 
tografie vennero studiate anche mediante sviluppo su 
platta’di agar germi, usando a tale scopo il ceppo 607. 
In tal modo @ possibile apprezzare in modo semi- 
Wantitativo le eventuali perdite di attivita dell’i- 
razide oltre che quelle della streptomicina. 
Per quest’ultima ‘si é confermato il dato gid ot- 
tenuto sul subtilis, e si é effettivamente: constatata 


Nonostante la perdita di attivité sia della strepto- 


| inicina che della tibazide; l’azione sinergica permane. 


Essa é stata provata nello stesso modo di quella 
dplla diidrostreptomicina eon Vidrazide? e le diffe- 
renze con quest’ultimo tipo di associazione non ri- 


| sultano evidenti. 
I pozzetti eontenenti la meseolanza venivano alter- | 
nati- con pozzetti eontenenti Vantibiotieo alla’ stessa — 


Cid dipende dal fatto che rimangono-sempre libere 
q antita tali dei due prodotti per cui la loro azione 
sipergica é sufficiente a mascherare le perdite ay- 
venute, | 

Infatti, nelle condizioni da noi afiovinta, di duie 
parti di streptomicina per una parte’ di tibazide, 
anche dopo la formazione dell’idrazone inattivo, si ha’ 
tae libero il 70% della streptomicina e il 86% 
dij idrazide. 


Conclusioni. — L’associazione fra l’idrazide isoni- 
mews e la streptomicina offre indubbiamente dei 


vantaggi per quanto riguarda il potenziamento della 


| attivita dei singoli farmaci ¢ l’ostacolo alla insorgenza 


di ceppi resistenti, 

E’ necessario tuttavia richiamare Vattenzione sul 
fatto che sia dal‘ punto di vista tossicologico che da 
quello dell’attivita l’associazione & molto pit vantag- 
gipsa qualora essa invece che fra idrazide e strepto- 
micina semplice, venga fatta fra Vidrazide e la. oa 
streptomicina. 

In questo caso infatti non esiste la possibilita della 
pA di quei composti inattivi e tossici la eui 
comparsa é stata qui documentata. per quanto riguarda 


ij la streptomicina, e che si formano presumibilmente 


per reazione fra il gruppo earbonilico della streptomi: 
on e il gruppo idrazidico. 

indubbiamente non tutta Vidrazide si lega, perehé 
altrimenti secomparirebbe l’azione sinergica, ma si crea 
ee ee un equilibrio tra i vari componenti che 
permette ancora lo svolgersi di tale azione. 
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6s "Argentine fuel oil requirement, which drew no bids yesterday 
in New York, reportedly attracted bids, in Buenos Aires, from 
three other major world marketers. These bids, according to 
trade advices, were ‘low OILGRAM, date of lifting' at Caribbean 
plants, with one limited to about four T2 lots, and others for 


entire 1,755,000-bb1 quantity." 
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